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摘 要 
在拟南芥茎尖分生组织中，位于组织中心处表达的同源异型结构域转录因子
WUSCHEL(WUS)蛋白决定并维持其上方中央区域处干细胞的命运和数量。茎尖
干细胞分裂后产生的子细胞后裔移向外围区域并成为整个地上部分器官发育的
源泉。为保证子细胞后裔遗传信息的稳定性，在植物的生命周期中干细胞对于外
界环境胁迫表现的超级敏感，但一直以来对于环境胁迫时干细胞动态平衡的调控
机制并不清楚。 
La 蛋白作为一种 RNA 结合蛋白广泛存在于各种真核生物中，大量的研究表
明它参与多种 RNA 的加工和代谢。拟南芥中真正的 La 蛋白的同源基因是 AtLa1。
遗传学结果表明 AtLa1 在胚胎发生时发挥重要作用，但其在植物发育过程中的功
能仍有待阐明。 
我们的研究结果证明WUS mRNA的翻译依赖位于其 5’UTR上的内部核糖体
进入位点（IRES），而 AtLa1 蛋白直接结合于 WUS 5’UTR 并起始 WUS mRNA 的
翻译。当降低体内 AtLa1 的表达水平时，WUS 表达受阻进而引起植物生长发育
停滞。AtLa1 主要定位于细胞核只有极少量分布于细胞质中；然而当在环境胁迫
下，AtLa1 蛋白向细胞质中大量转移，由此进一步加强了依赖于 WUS IRES 的翻
译。遗传学数据表明 WUS 蛋白水平升高能够增强茎尖分生组织对抗环境胁迫的
承受能力。基于这些结果我们认为 AtLa1 蛋白介导依赖于 IRES 的 WUS mRNA
的翻译，并且在遭受环境胁迫时依靠这种机制调控植物干细胞的动态平衡。 
 
关键词：干细胞；WUS mRNA；AtLa1 蛋白；翻译控制；环境胁迫 
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Abstract 
In the shoot apical meristem,the homeodomain transcription factor WUSCHEL 
(WUS) expressed in the organizing center(OC) specifies and maintains the fate and 
population of the stem cells within the overlying central zone(CZ).The stem cells 
daughters displace towards the surrounding peripheral zone(PZ) and are the source for 
the development of all aboveground organs.In order to ensure the stability of the 
genome for the progeny, plant stem cells are hypersensitive to environmental hazards 
throughout their life cycle, but the mechanism by which plants safeguard stem cell 
homeostasis in response to environmental hazards is largely unknown. 
The La protein is an RNA-binding protein and presented in a wide range of 
eukaryotes. Previous studies suggest that the La protein is involved in the processing 
and metabolism of many RNAs. In Arabidopsis, the AtLa1 is a true homologous 
gene of the La。AtLa1 plays an important role in embryogenesis，but its function 
remains to be fully elucidated in the developmental processes of Arabidopsis. 
Here, we demonstrate that the translation of WUS mRNA is directed by an 
internal ribosomal entry site (IRES) located in the 5’-untranslated region. The AtLa1 
protein, an RNA binding factor, binds to the 5’-untranslated region and initiates the 
IRES-dependent translation of WUS mRNA. Knockdown of AtLa1 expression 
represses the WUS IRES-dependent translation and leads to the arrest of growth and 
development. The AtLa1 protein is mainly located in the nucleoplasm and only a 
small amount distributed in the cytoplasm. However, environmental hazards promote 
the nuclear-to-cytoplasmic translocation of the AtLa1 protein, which further enhances 
the IRES-dependent translation of WUS mRNA. Genetic evidence indicates that the 
WUS protein increases the tolerance of the shoot apical meristem to environmental 
hazards. Based on these results, we conclude that AtLa1 protein mediates 
IRES-dependent translation of WUS mRNA, and also regulates the stem cell 
homeostasis when Arabidopsis are exposed to environmental hazards. 
Key words: Stem cell; WUS mRNA; AtLa1 protein; Translation control; 
Environmental hazards 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
III 
 
目 录 
摘 要 ........................................................................................................... I 
Abstract .................................................................................................... II 
第一章 前言 .............................................................................................. 1 
1.1 植物茎尖分生组织 ............................................................................................. 1 
1.1.1 茎尖分生组织概述....................................................................................... 1 
1.1.2 茎尖分生组织的维持................................................................................... 2 
1.1.2.1 WUS-CLV 反馈调节环 ............................................................................................ 2 
1.1.2.2 STM 信号通路 ......................................................................................................... 7 
1.1.2.3 细胞分裂素信号通路 ............................................................................................ 10 
1.1.2.4 可移动的 Small RNAs .......................................................................................... 11 
1.1.2.5 表观遗传学因素 .................................................................................................... 13 
1.1.3 侧生器官的起始......................................................................................... 15 
1.1.4 茎尖分生组织中干细胞的终止................................................................. 16 
1.2 La 蛋白 .............................................................................................................. 19 
第二章 材料与方法 ................................................................................ 21 
2.1 实验材料 ........................................................................................................... 21 
2.1.1 拟南芥......................................................................................................... 21 
2.1.2 菌株............................................................................................................. 21 
2.1.3 质粒............................................................................................................. 21 
2.1.4 主要试剂及试剂盒..................................................................................... 22 
2.1.4.1 酶 ............................................................................................................................ 22 
2.1.4.2 生化试剂 ................................................................................................................ 22 
2.1.4.3 试剂盒 .................................................................................................................... 23 
2.2 主要仪器 ........................................................................................................... 24 
2.3 实验方法 ........................................................................................................... 25 
2.3.1 拟南芥实验操作......................................................................................... 25 
2.3.1.1 拟南芥种植 ............................................................................................................ 25 
2.3.1.2 拟南芥杂交 ............................................................................................................ 26 
2.3.1.3 农杆菌介导的拟南芥转化 .................................................................................... 26 
2.3.1.4 拟南芥转化子的筛选 ............................................................................................ 27 
2.3.1.5 拟南芥叶片的瞬时转化 ........................................................................................ 27 
2.3.2 分子生物学实验操作................................................................................. 28 
2.3.2.1 拟南芥总 DNA 的快速提取方法 ......................................................................... 28 
2.3.2.2 拟南芥总 RNA 提取 ............................................................................................. 28 
2.3.2.3 RNA 免疫沉淀后的 RNA 提取 ............................................................................. 29 
2.3.2.4 RNA 样品中基因组 DNA 的去除 ......................................................................... 29 
2.3.2.5 cDNA 第一链的合成 ............................................................................................. 30 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
IV 
 
2.3.2.6 琼脂糖凝胶电泳 .................................................................................................... 30 
2.3.2.7 PCR 技术 ................................................................................................................ 31 
2.3.2.7.1 普通 Taq 酶 PCR ............................................................................................ 31 
2.3.2.7.2 高保真酶 PCR ................................................................................................ 31 
2.3.2.7.3 荧光定量 PCR ................................................................................................. 32 
2.3.2.7.4 RT-PCR 半定量检测 ....................................................................................... 33 
2.3.2.7.5 荧光定量 PCR 及 RT-PCR 半定量检测所用引物 ........................................ 34 
2.3.2.8 定点突变 ................................................................................................................ 35 
2.3.2.9 载体构建 ................................................................................................................ 36 
2.3.2.9.1 BP 反应 ............................................................................................................ 36 
2.3.2.9.2 LR 反应 ............................................................................................................ 37 
2.3.2.9.3 DNA 酶切 ........................................................................................................ 38 
2.3.2.9.4 DNA 片段的去磷酸化 .................................................................................... 38 
2.3.2.9.5 DNA 片段的胶回收 ........................................................................................ 39 
2.3.2.9.6 DNA 连接反应 ................................................................................................ 39 
2.3.2.9.7 质粒小量提取 ................................................................................................. 39 
2.3.2.9.8 电击法转化大肠杆菌和农杆菌 ..................................................................... 40 
2.3.2.10 感受态细胞的制备 .............................................................................................. 40 
2.3.2.10.1 大肠杆菌电转化法感受态细胞制备 ........................................................... 40 
2.3.2.10.2 农杆菌电转化法感受态细胞制备 ............................................................... 40 
2.3.2.11 体外转录合成 RNA ............................................................................................ 41 
2.3.2.11.1 高质量线性 DNA 模板的制备 .................................................................... 41 
2.3.2.11.2 体外转录及 RNA 纯化 ................................................................................ 41 
2.3.3 蛋白实验操作............................................................................................. 42 
2.3.3.1 拟南芥全蛋白提取 ................................................................................................ 42 
2.3.3.2 蛋白原核体外表达、纯化与透析 ........................................................................ 42 
2.3.3.2.1 诱导表达 ......................................................................................................... 42 
2.3.3.2.2 蛋白纯化 ......................................................................................................... 43 
2.3.3.2.3 蛋白透析 ......................................................................................................... 43 
2.3.3.3 蛋白质免疫共沉淀 ................................................................................................ 45 
2.3.3.4 蛋白浓度的测定 .................................................................................................... 45 
2.3.3.5 蛋白质免疫印迹 (Western Blot) .......................................................................... 46 
2.3.3.6 PVDF 膜的再生 ..................................................................................................... 47 
2.3.3.7 SDS-PAGE 的考染和脱色 ..................................................................................... 47 
2.3.4 RNA 免疫共沉淀 (RNA immunoprecipatation,RIP)................................. 48 
2.3.5 激光共聚焦扫描......................................................................................... 49 
2.3.6 GUS 染色及石蜡切片................................................................................. 49 
2.3.7 双荧光素酶检测......................................................................................... 51 
2.3.8 体外翻译...................................................................................................... 51 
2.3.9 环境胁迫处理............................................................................................. 51 
2.3.10 电泳迁移率检测 (Electrophoretic Mobility Shift Assay,EMSA)........... 52 
第三章 结果与分析 ................................................................................ 54 
3.1 AtLa1 基因的表达模式 ..................................................................................... 54 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
V 
 
3.2 AtLa1 参与分生组织的维持 ............................................................................. 58 
3.3 AtLa1 在翻译水平调控 WUSCHEL ................................................................ 64 
3.4 AtLa1 蛋白可以直接结合 WUS mRNA 的 5’UTR ....................................... 68 
3.5 AtLa1 蛋白起始依赖于 WUS IRES 的翻译 ................................................... 70 
3.6 AtLa1 蛋白在植物细胞质中有极少量分布 .................................................... 72 
3.7 环境胁迫下 AtLa1 蛋白出核增加 ................................................................... 76 
3.8 环境胁迫下能提高依赖于 WUS IRES 的表达 ............................................... 80 
3.9 环境胁迫下 SAM 中 WUS-CLV3 反馈调节环的调整 ................................. 81 
3.10 环境胁迫下 WUS 蛋白维持 SAM 发育 ....................................................... 87 
第四章 讨论 ............................................................................................ 90 
附录 1 图表索引 ..................................................................................... 92 
附录 2 缩略语及中英文对照 ................................................................. 95 
参 考 文 献 ............................................................................................ 98 
在学期间发表的论文 ............................................................................ 117 
致 谢 ....................................................................................................... 118 
 
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
VI 
 
Table of Contents 
Abstract in Chinese ................................................................................... I 
Abstract in English ................................................................................. II 
Chapter 1 Introduction ............................................................................. 1 
1.1 Shoot apical meristem ........................................................................................ 1 
1.1.1 Summary of shoot apical meristem................................................................ 1 
1.1.2 The maintenance of shoot apical meristem .................................................... 2 
1.1.2.1 The WUS-CLV loop pathway ................................................................................... 2 
1.1.2.2 The STM pathway ..................................................................................................... 7 
1.1.2.3 Cytokinin Signaling ................................................................................................ 10 
1.1.2.4 Moving miRNA in the meristem ............................................................................. 11 
1.1.2.5 Epigenetic controlling the SAM maintenance......................................................... 13 
1.1.3 Lateral organ initiation ................................................................................. 15 
1.1.4 Terminating the stem cell............................................................................. 16 
1.2 La protein .......................................................................................................... 19 
Chapter 2 Materials and methods ......................................................... 21 
2.1 Materials ............................................................................................................ 21 
2.1.1 Plant materials .............................................................................................. 21 
2.1.2 Bacteria ........................................................................................................ 21 
2.1.3 Plasmid vectors ............................................................................................ 21 
2.1.4 Main reagents and Kits ................................................................................ 22 
2.1.4.1 Enzymes .................................................................................................................. 22 
2.1.4.2 Biochemistry reagents ............................................................................................. 22 
2.1.4.3 Kits .......................................................................................................................... 23 
2.2 Main instruments ............................................................................................. 24 
2.3 Methods ............................................................................................................. 25 
2.3.1 Experiments and operations for Arabidopsis thaliana................................. 25 
2.3.1.1 Arabidopsis planting ............................................................................................... 25 
2.3.1.2 Arabidopsis crossing ............................................................................................... 26 
2.3.1.3 Arabidopsis transformation mediated by Agrobacterium tumefacieus.................... 26 
2.3.1.4 The screening of the transgenic plants .................................................................... 27 
2.3.1.5 The transient transformation for Arabidopsis leaves ............................................... 27 
2.3.2 Molecular cloning ........................................................................................ 28 
2.3.2.1 Rapid extraction of Arabidopsis total DNA ............................................................ 28 
2.3.2.2 Extraction of Arabidopsis total RNA ...................................................................... 28 
2.3.2.3 Extraction of RNA provided by IP samples ............................................................ 29 
2.3.2.4 DNA digestion in RNAs samples ............................................................................ 29 
2.3.2.5 Synthesis of cDNA .................................................................................................. 30 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
VII 
 
2.3.2.6 Agarose gel electrophoresis ..................................................................................... 30 
2.3.2.7 PCR ......................................................................................................................... 31 
2.3.2.7.1 General PCR..................................................................................................... 31 
2.3.2.7.2 PCR with High fidelity Enzyme ....................................................................... 31 
2.3.2.7.3 Real-time PCR ................................................................................................. 32 
2.3.2.7.4 Semi-quantitative RT-PCR .............................................................................. 33 
2.3.2.7.5 The primers for the Real-time PCR and Semi-quantitative RT-PCR ............... 34 
2.3.2.8 Site-directed mutagenesis ........................................................................................ 35 
2.3.2.9 Plasmids construction.............................................................................................. 36 
2.3.2.9.1 BP reaction ....................................................................................................... 36 
2.3.2.9.2 LR reaction ....................................................................................................... 37 
2.3.2.9.3 DNA cut by the restriction endonucleases ....................................................... 38 
2.3.2.9.4 Dephosphorylation of DNA fragments ............................................................ 38 
2.3.2.9.5 DNA fragments extracted from gel .................................................................. 39 
2.3.2.9.6 DNA ligation .................................................................................................... 39 
2.3.2.9.7 Plasmid miniprep ............................................................................................. 39 
2.3.2.9.8 E.coli and Agrobacterium tumefacieus transducted by electroporation ........... 40 
2.3.2.10 Competent cell Preparation ................................................................................... 40 
2.3.2.10.1 Competent cell Preparation for E.coli ............................................................ 40 
2.3.2.10.2 Competent cell Preparation for Agrobacterium tumefacieus ......................... 40 
2.3.2.11 RNA synthesis by in vitro transcription ................................................................ 41 
2.3.2.11.1 High quality linear DNA template preparetion .............................................. 41 
2.3.2.11.2 In vitro transcription and RNA purification ................................................... 41 
2.3.3 Experiments for protein ............................................................................... 42 
2.3.3.1 Total protein extracted from Arabidopsis ................................................................ 42 
2.3.3.2 Expressing Protein in E.coli,purification and dialysis ............................................ 42 
2.3.3.2.1 Induced expression ........................................................................................... 42 
2.3.3.2.2 Protein purification ........................................................................................... 43 
2.3.3.2.3 Protein dialysis ................................................................................................. 43 
2.3.3.3 Protein immunoprecipatation .................................................................................. 45 
2.3.3.4 Protein concentrations measurement ....................................................................... 45 
2.3.3.5 Western Blot ............................................................................................................ 46 
2.3.3.6 PVDF membrane regeneration ................................................................................ 47 
2.3.3.7 SDS-PAGE staining and decolorization .................................................................. 47 
2.3.4 RNA immunoprecipatation .......................................................................... 48 
2.3.5 Confocal ....................................................................................................... 49 
2.3.6 GUS staining and paraffin sections preparation .......................................... 49 
2.3.7 Dual-luciferase activity assay ...................................................................... 51 
2.3.8 In vitro translation ........................................................................................ 51 
2.3.9 Environmental hazards treatment ................................................................ 51 
2.3.10 Electrophoretic Mobility Shift Assay ........................................................ 52 
Chapter 3 Results and analysis .............................................................. 54 
3.1 The expression module of the AtLa1 gene ...................................................... 54 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
VIII 
 
3.2 The AtLa1 gene is involved in the maintenance of the SAM ........................ 58 
3.3 The AtLa1 protein regulates WUS expression at the translational level ..... 64 
3.4 The AtLa1 protein directly binds to the 5’UTR of the WUS mRNA ........... 68 
3.5 The AtLa1 protein initiates the WUS IRES-dependent translation in vitro 
and in vivo ................................................................................................................ 70 
3.6 A small amount of AtLa1 protein distributed in cytoplasm ......................... 72 
3.7 Environmental hazards enhance the nuclear-to-cytoplasmic translocation 
of the AtLa1 protein ............................................................................................... 76 
3.8 Environmental hazards enhance WUS IRES-dependent translation .......... 80 
3.9 Modulation of the WUS-CLV3 loop in the SAM by exposure to 
environmental hazards ........................................................................................... 81 
3.10 The WUS protein maintains SAM development following exposure to 
environmental hazards ........................................................................................... 87 
Chapter 4 Discussion .............................................................................. 90 
Appendix 1 Index of figures and tables ................................................ 92 
Appendix 2 Abbreviations ...................................................................... 95 
References ................................................................................................ 98 
Publication ............................................................................................. 117 
Acknowledgement ................................................................................. 118 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前言 
1 
 
第一章 前言 
1.1 植物茎尖分生组织 
1.1.1 茎尖分生组织概述 
植物地上部分的胚后发育主要依赖于茎尖分生组织(Shoot Apical Meristem，
SAM)。茎尖分生组织通常是指最小的叶原基上方的茎端区域，相当于经典植物
学中的初生分生组织或茎的顶端分生组织的狭义概念所涵盖的内容（图1.1，A）。
在以拟南芥为代表的双子叶植物中，茎尖分生组织的作用是形成叶片、花，维持
茎干的生长和保持自身的位置，大小及结构。另外，在树木的地上部分发育中，
还依赖于维管的环状形成层 (ring-shaped cambium)和软木形成层 (phellogen 
cambium)分生组织，它们对于茎干的长粗具有重要作用。 
茎尖分生组织在细胞水平可分为顶端的中央区域(central zone，CZ)、侧旁围
绕中央区域分布的外围区域(peripheral zone，PZ)和中央区域基部的肋状区域[1, 
2]
(rib zone，RZ)，如图 1.1 中 B 所示。植物茎尖干细胞位于 CZ，在这里细胞通
过缓慢的细胞分裂实现自我更新并维持在未分化状态，它们是新器官和组织发育
的来源。PZ 处细胞分裂较快，在这里细胞分化成不同的器官原基。RZ 处细胞同
PZ 一样分裂也较快，它保证了植物能够向上生长[1, 2]。  
另外，根据中央区域干细胞的克隆特性又可将茎尖分生组织分成三层，即外
层的 L1，表皮下的 L2 和内部的 L3[3]（图 1.1，B）。干细胞一次分裂后产生的
两个子细胞一个留在原地成为新的干细胞，而另一个移向其它区域成为待分化的
细胞，它们这种截然不同的命运是受其所在位置决定的[4, 5]。在分裂形式上 L1
与 L2 层干细胞都进行垂周分裂，即新形成的细胞壁垂直于外表面（图 1.1，B），
这样在每一层面上干细胞分裂后产生的两个子细胞一个保持在原位置，另一个则
移向 PZ，进而保证了 L1 与 L2 分别属于两个不同的层次。L3 层细胞既可进行垂
周分裂也可以平周分裂，由此其位于顶端的子细胞留在原位而另一个子细胞移向
PZ 或者 RZ（图 1.1，B）。由于干细胞具有多能性，所以每一层的茎尖干细胞
的后裔都可以发展成为这一层中的各种细胞类型。最终，L1 层细胞可以发育成
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为表皮组织，L2 层发育成为皮下组织，而 L3 层发育成为髓和维管组织[3, 6-9]。 
在植物生长发育过程中，茎尖分生组织中的干细胞数量需要得到维持并且还
要有源源不断的子细胞移动到其侧翼或者基部形成器官原基。这种干细胞动态平
衡的维持都依赖于中央区域下面的两层细胞，称之为干细胞组织中心
[10-12]
(organizing center，OC)（图 1.1，B）。 
 
 
图 1.1 茎尖分生组织 
Fig. 1.1 The shoot apical meristem
[13]
  
(A)拟南芥茎尖分生组织电镜扫描图。SAM：茎尖分生组织，LP：叶原基。(B)拟南芥茎尖分生组织模式图。
蓝色表示中央区域(center zone，CZ)，粉红色表示组织中心区域(OC)，淡绿色表示外围区域(PZ)，RZ 位于
CZ 与 PZ 下方。线条表示不同区域处细胞之间的遗传关系，L1 与 L2 层的虚线表示细胞的分裂面。箭头表
示子细胞的命运走向，不代表细胞的移动。 
 
1.1.2 茎尖分生组织的维持 
1.1.2.1 WUS-CLV 反馈调节环 
茎尖分生组织的维持涉及众多的信号因子，针对于现在的研究发现
WUS-CLV 信号通路无疑是其中最核心的也是研究的最深入的，其它信号途径对
茎尖分生组织的维持最终都作用于这条通路上。各条信号通路的发现都是基于不
同基因的突变体研究，根据突变体的表型，如表现出干细胞缺失或增多，进而深
入研究相应基因的功能。 
WUSCHEL 编码植物中特有的同源异型转录因子(transcription factor，TF)，
它是 WUSCHEL-related homeobox(WOX)基因家族的基础成员[14]。WUS 的表达起
始于 16 细胞胚胎期，位于胚胎顶部的内层 4 个细胞，并且随着顶部细胞不断的
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纵向与横向分裂，WUS 的表达区域逐渐下移并且位于 SAM 横向上的中央。苗期
时 WUS 在组织中心处表达（图 1.1 B;图 1.2）。花序分生组织中(inflorescence 
meristem，IM)WUS 表达区域同苗期一样，然而在花分生组织中(Floral meristem，
FM)WUS 的表达会上升到 L3 层（说明 SAM 与 FM 的组织形式存在差异）[11]。
WUS 的功能首先表现在苗期时 wus 突变体没有类似于 WT 样穹顶状的 SAM，并
且在干细胞区域出现一定程度已经分化的细胞；在 IM 中也表现出同样的缺陷，
说明 WUS 可以阻止干细胞的分化[10, 11]。其次在过表达 WUS 时不仅导致茎尖分
生组织增大，还可以诱导异位干细胞产生，表明 WUS 可以决定干细胞的属性[12, 
15, 16]。 
在 WUS/CLV 信号通路中另一端为 CLAVATA3(CLV3)。CLV3 编码具有 96 个
氨基酸的蛋白，其属于 32 个 CLV3/EMBRYO SURROUNDING REGION(CLE)蛋
白家族中的一员。它在 N 端具有 18 个氨基酸长度的信号肽而 C 端含有一个同其
它 CLE 家族蛋白相保守的 14 个氨基酸长度的 CLE domain，且 CLE domain 在翻
译后被加工成有活性的小分子信号肽段 CLEp(CLE peptide)[17-19]。许多 CLE 家族
基因在 CLV3 启动子的启动表达下可以恢复 clv3 的表型，这表明 CLV3 与 CLE
家族基因存在功能上的冗余[20]。在植物体中 CLV3 前体蛋白分别在 Arg70 与 His81
或者Arg70与His82位点处通过细胞外水解作用而剪切成为具有 12或 13个氨基酸
长度的 CLEp[21, 22]。在 CLEp 的 Pro7 还需要进一步先后发生羟基化和三个树胶醛
醣化修饰使其成为有功能活性的肽段[22]。CLV3 在 SAM 顶端成楔形结构表达（图
1.2），此区域基本与干细胞一致（图 1.1 B）。在 clv3 中茎尖分生组织和花分生组
织明显增大并且与 WT 相比产生更多器官[23]，这说明 CLV3 对干细胞的维持起负
调控作用。CLV3 在 L3 层的表达细胞数量明显少于 L1 层，如果干细胞在每层细
胞数量一样的话，那么 CLV3 的表达区域并不能完全等同于干细胞的区域。 
经研究发现在 clv3 中 SAM 增大是由于 WUS 表达区域扩大所致[12]；相反的
是在过表达 CLV3 时又抑制 WUS 的转录，并表现出 wus 的表型[24, 25]。另一方面
在 wus 中，CLV3 表达消失；而在过表达 WUS 时，CLV3 表达区域扩散[12, 15]。由
此建立了一个反馈抑制通路，即 WUS 在 OC 处表达后决定并促进上方相邻细胞
成为干细胞，干细胞表达 CLV3，而后 CLV3 又抑制 WUS 使其保持在适当表达水
平并稳定在 OC 区域。通过这种方式使干细胞维持稳定并又处在动态平衡中。 
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图 1.2 WUS-CLV 反馈调节示意图 
Fig. 1.2 Schematic representation of WUS-CLV feedback regulation
[26]
 
橙色表示 CLV3 表达区域，淡蓝色表示 WUS 表达区域，蓝色圆点表示 WUS 蛋白的移动。实线箭头表示已
经证明的信号通路，虚线表示尚不清楚的分子机制。 
 
建立在突变体研究基础上的 WUS-CLV 反馈调节途径只给我们展示了基因
突变后所导致的最终结果，并不能阐释清楚在干细胞动态平衡的维持中 CLV3，
WUS 基因的具体作用机制。由此在 2005 年和 2010 年，Reddy 和 Yadav 等人分
别报道了用诱导性沉默或诱导性过表达基因后观察茎尖瞬时发生的变化的结果。
研究发现 CLV3 的功能是防止位于紧邻 CZ 的 PZ 处的干细胞后裔脱分化重新形
成干细胞，并且其抑制 PZ 处细胞的有丝分裂速率来维持 SAM 的大小[27]；而
WUS 在 CZ 过表达时能够促进整个 PZ 处细胞转化成为干细胞，可以提高 PZ 处
细胞的有丝分裂速度，并能控制 PZ 处细胞参与分化和保持不分化的比例（当诱
导性沉默 WUS 基因时器官原基增大）[28]。由此，CLV3 和 WUS 仍然是采用接
近对立的机制在 PZ 与 CZ 细胞的相互转化上、PZ 细胞的分裂速率上和 PZ 细胞
的分化比例上这三个层面保持 SAM 的动态平衡。随后，这其中部分工作得到了
分子水平的阐释。Yadav 等人证明大部分受 WUS 激活的基因在 SAM 的中央区
域表达，而受 WUS 抑制的一大部分基因在 PZ 处表达。受 WUS 抑制的基因中
很多是促进分化的转录因子，其中已经报道的有 37 个，包括在叶的极性建立及
分化中起作用的基因 KANADI1，KANADI2，ASYMMETRIC LEAVES2(AS2)和
YABBY3；在 PZ 与 RM 中表达有可能对细胞命运特化及花序分生组织干细胞生长
起作用的 KNAT1/BREVIPEDICELLUS(BP)，BLH5，BHLH093，ANAC083。WUS
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对促进分化的转录因子的抑制作用是其参与维持 SAM 稳定的一个方面[29]。与
Yadav 等人的工作类似，Busch 等人通过用不同遗传背景下的植物（wus 和诱导
性过表达 WUS）做表达谱分析，发现受 WUS 响应的基因有 667 个之多。随后对
全基因组做 WUS 蛋白的 ChIP-chip 实验，发现 WUS 可以直接结合在 118 个靶基
因的启动子上，而且这种结合至少需要每个启动子上两个不同的元件参与。这些
靶基因主要在激素信号途径(CK，Auxin，Jasmonate)、发育过程（分生组织和细
胞分裂）和代谢中发挥作用[30]。   
由于 SAM 处在这样一个高度联系并且非常稳定的调控网络之中，这为研究
WUS-CLV 信号通路带来诸多难题，到现在为止还不清楚在这条反馈调节通路的
两端即WUS对干细胞的决定和CLV途径抑制WUS的具体作用机制。尽管如此，
仍然取得了非常多突破性的进展，谜底也即将在后面的研究道路上逐步揭开。 
在 WUS 对于干细胞的决定方向上，Yadav 等人发现 WUS 蛋白可以移动到干
细胞区域并激活 CLV3 的表达（图 1-2；图 1-4）。在它们的研究中 IM 中的
eGFP-WUS(pWUS:eGFP-WUS)扩散至 L1 层，而其 mRNA 仍然在 OC，并且
pWUS:eGFP-WUS 可以恢复 wus。对比之下，2XeGFP-WUS（增加蛋白的大小）
或者 NLS-eGFP-WUS（将融合蛋白进行核定位）蛋白在 IM 中的移动性和对 wus
恢复方面有明显减弱，证明 WUS 具有移动性并且这种移动对 SAM 的维持发挥
重要作用。随后又证明了 WUS 移动到 SC 后会直接结合 CLV3 启动子进而启动
其表达[31, 32]。值得注意的是 WUS 蛋白在 FM 中的移动性会比较复杂，eGFP-WUS、
2XeGFP-WUS 和 NLS-eGFP-WUS 蛋白在 FM 发育早期都能在 L1 层检测到而在
后期 2XeGFP-WUS 和 NLS-eGFP-WUS 又定位在 OC 中[31]。针对于 eGFP-WUS
有可能产生的偏差，Daum 等人用免疫组织化学的方法进一步确认了内源 WUS
蛋白的移动性。他们接着证明了 WUS 这种细胞与细胞间的移动需要借助于起细
胞沟通桥梁作用的胞间连丝(Plasmodesmata，PD)。在干细胞区域诱导性表达胼
胝质合成酶时（胼胝质合成酶可以在 PD 周围堆积胼胝质使细胞壁加厚并且降低
PD 的直径和功能）受 WUS 启动子表达的 WUS-linker-GFP 融合蛋白不能移动到
L1 层并且干细胞出现分化。在 WUS 中其同源异型结构域(homeodomain，HD)
对 WUS 移动有促进作用；而 HD 与 WUS-Box 功能域之间的非保守区域对 WUS
的移动起限制作用，它保证 WUS 向上呈楔形移动而不是移向 SAM 外围区域进
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